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1．はじめに
　廃棄物の焼却などにより非意図的に生成されたダイオ
キシン類が生態系や食物を汚染し、食物連鎖からヒトへ
の曝露とつながり、更に、母乳を介して次世代へ汚染が
拡大していることが懸念されている。ダイオキシンや臭
素系難燃剤など環境汚染化学物質による生態系や食物へ
の汚染と、それらによって引き起こされるヒトの健康影
響に対する社会的関心は高く、ヒトへの曝露とその汚染
実態を把握することは行政上の急務かつ重点課題である。
平成12年にダイオキシン類対策特別措置法が施行され
たことにより、わが国における環境中ダイオキシン濃度
は減少傾向にあるが、ダイオキシン類は平成16年に告
示・発効されたストックホルム条約（POPs条約）にお
いても環境中への放出を最小限にすべき物質とされてお
り、今後も環境中ダイオキシン類をモニタリングするこ
とが重要となっている。
　従来、ダイオキシン分析（母乳L2）、血液鋤、食品ふ6り
においては、高分解能ガスクロマトグラフィー／マスス
ペクトロメトリー（HRGC／HRMS）といった高価な装
置と煩雑な前処理が必要な機器分析が主流である。測定
値の信頼性確保のためには、測定方法の確立と精度管理
体制の整備が不可欠であるが、他方、迅速なスクリーニ
ングを目的とした簡易分析法のニーズが高まっている。
そこで本研究では、新規なダイオキシン毒性評価法とし
て、ポリクローナル抗体をベースとした簡便・迅速な酵
素免疫測定法（ELISA）7θ）や、ダイオキシン類に結合す
ることが知られている受容体、アリルハイドロカーボン
（Ah）レセプターを利用したレポータージーンアッセイ
（RGA）を開発し、母乳、血液などの生体試料、ハウス
ダスト、排ガス、灰および土壌など環境試料中のダイオ
キシン毒性評価法としての有用性について検討した。
　また近年、高血圧、高脂血症および糖尿病に代表され
る生活習慣病の罹患者が増加しており、これらの疾患の
発症には、脂肪細胞に過剰の脂肪が蓄積した状態である
肥満が大きく関与している。環境汚染化学物質として代
表的なダイオキシンにおいては糖尿病との関連が示唆さ
れており1°）、また、内分泌かく乱作用が懸念されている
ビスフェノールAでは、脂肪細胞への分化を促進する作
用’1）や、インスリンの存在下で中性脂肪の蓄積を促進す
る作用12）が報告されたことから、化学物質の脂肪細胞に
及ぼす影響について関心が高まっている。そこで、本研
究では、臭素系難燃剤（BFRs）として広く使用されて
いるポリ臭素化ジフェニルエーテル（PBDEs）、ヘキサ
ブロモベンゼン（HBB）、およびテトラブロモビスフェ
ノールA（TBBPA）に着目し、脂肪細胞への影響を調
査・研究した。
　本総説では、上記のELISA、　RGAと共にこれら研究
成果の概略を紹介したい。
2．酵素免疫測定法（EHSA）
　本研究で目標とする分析法の概念をフローで示した
（Fig．1）。すなわち、脂肪抽出後、最初に簡便な前処理
（1）を行い、直ちにELISAでその毒性評価を行う。そ
の後、詳細な異性体別濃度が必要になった場合には、
ELISAで得られた結果をフィードバックさせて、更に
試料のクリーンアップ（1）を行い、HRGC／HRMSで
Sample（human　milk）
（Toxicityevaluation）
（Data　feedback）
（Congener　analysis）
Fig．1．　Flow　Chart　of　Dioxin　Analysis　ill　Breast　Milk　by
　　　ELISA　and　HRGC！HRMS　Method．
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測定する。この目標を達成するためのEHSA構築の戦略
として、1）毒性評価法構築のためのターゲットとする
異性体の選定、2）アッセイ系の確立、3）HRGC！HRMS
法との両立、4）前処理操作の簡便化などを検討した。
2・1　毒性評価法構築のためのターゲットとする異性体
　　の検討
　EHSAは特定の化学物質に対してのみ特異的な測定
が行えるという性質上、HRGC！HRMS法のように複数
の異性体を分離・定量することはできない。しかし、毒
性の高い異性体との反応が強くて毒性の低い異性体との
反応が小さい抗体を用いた場合、その測定結果は単なる
検出値にとどまらず、必然的に毒性の高さを表したもの
と見なすことができる。このコンセプトを基盤とした
ELISAによる毒性評価法を構築するためには、実際に
生体試料から検出される各種の異性体とその毒性等量
（TEQ）との関係を調べる必要があった。そこで、
HRGC！HRMS法を用いて母乳100検体を分析し、得ら
れたダイオキシン異性体のなかで、毒性等量（TEQ）
と相関性が高く、かつ検出量の多い異性体を調べた。
　母乳中ダイオキシンの分析方法は、常法に従って脂肪
抽出後、硫酸処理、続いて各種クロマトグラフィー（シ
リカゲル、アルミナおよび活性炭シリカゲル）を行い、
HRGC！HRMSで測定した。その際、高分解能GCでの分
離用キャピラリーカラムにはDB－17HTを、他方、高分
解能MSにはJEOL　JMS－700を用い、分解能を10000に
設定してロックマス法によりSIM測定した。ダイオキシ
ン異性体濃度はそれぞれ白tbasisで計算し、　TEQは
WHO－TEF（1998）を用いて算出した。得られたダイオ
キシン異性体についてTEQとの相関性を調べたところ、
1，2，3，7，8－PeCDDと2，3，4，7，8－PeCDFがTEQに対して高
い相関（r＝0．962、rニ0．941）があることがわかった
（Fig．2）。その理由として、両者とも毒性等価係数
（TEF）が高く、かつ検出量も比較的に多いことが強く
影響しているためと考えられた。他方、ダイオキシン異
性体として代表的な2，3，7，8－TCDD（以下TCDD）は
TEQとの相関性は認められたものの（r＝0．759）、上記
2種類の異性体ほど相関性が高くはなかった。これは母
乳中TCDDの検出量が少ないためと推察された。また、
OCDDは母乳中から検出される異性体としてもっとも
高濃度であったが、TEFが0．0001と極めて低いため
TEQへの寄与が低くなり、その結果TEQとの相関
（r＝0．421）は低くなった。これらの結果から、1，2，3，7，8－
PeCDDと2，3，4，7，8－PeCDFがターゲットとして最も適
していることがわかった。
2・2　アッセイ系の検討
　ELISAとしての手法（一抗体法、二抗体法、サンド
イッチ法など）、ハプテン（免疫用、固相化用）やダイ
オキシン代替標準品、交差反応性、ドライプレートでの
保存性など、実用性の高いELISAを構築するために、
以下に示すようなアッセイ系の至適条件について検討を
行った。
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Fig．2．　Correlation　between　TEQ　of　PCDD！Fs　and　Each　Isomer；（A）1，2，3，7，8－
　　　PeCDD，（B）2，3，4，7，8－PeCDF，（C）2，3，7，8－TCDD，　and（D）OCDD．
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2・2・1　EuSA用標準物質および新規の固相化用ハプテ
　　　ンの設計
　ダイオキシンが低分子であること、汎用性のある二次
抗体の入手が容易であることなどを考慮して、ELISA
の手法として間接競合法である二抗体法を採用すること
にした。
　EHSAを行うにあたり、毒性の高いダイオキシンそ
のものを扱うのは好ましくないことから、ELISA用の
標準物質やハプテンとして毒性係数を持たない代替物質
の検討を行った。その結果、TCDDの代替物質としては
2，3，7－trichloro－8－methyldibenzo三ρ一dioxin（TMDD）が
適当であることが分かった13）。この物質は、ポリクロー
ナル抗体ベースのELISA上でTCDDと同様な反応性を
示した’鋤。また、ハプテンには、ウシ血清アルブミン
に結合させた2種類の固相化用ハプテンを作製してそれ
ぞれ検討を行った。Fig．3は、標的物質であるTCDDと
代替物質であるTMDDおよび今回使用したハプテンの
構造を示した。間接競合法EHSAでは、その感度は、2
つの競合物質（標的物質と固相化ハプテン）の抗体に対
する親和性の違いにより決定される。固相化ハプテンの
親和性が標的物質のそれよりもかなり低い場合、容易に
その抗体は低濃度の標的物質と結合できる。従って、よ
り高感度を得ようとする場合、新規の固相化ハプテンは、
従来物質より低い親和性を持つ必要性がある。Fig。3中
のハプテンIIIは、そうした観点から合成された。ベン
ゼン環中のCをNに置換することにより、標的物質であ
るTCDDと同様に、免疫用ハプテンであるハプテン1と
固相化ハプテン間に構造上の違いを与えた。ハプテン1
を免疫原としてポリクローナル抗体を得た。二次抗体の
ヤギ抗ウサギー西洋ワサビペルオキシダーゼ標識抗体を
使用し、発色剤は、3，3’，5，5，’一七etralnethylbenzidineを
使用した。Fig．4に代表的な標準曲線を示した。
　また、アッセイで使用する溶媒については、ダイオキ
シンの溶解性を考慮してDMSOとメタノールの混合液
を選択した。その結果、吸光度測定におけるダイナミッ
TCDD ：：〕こ〔二℃〔：：
TMDD ：1〕こ〔1℃〔：1
Hapten　I
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0：：ぱ℃己一
Hapten　II
　　　　　　　　　　　　　　　　0：：ぱ〕㎡㎝
Hapten　III
　　　　　　　　　　　　　0：：ぱ〕試㎝
クレンジも上昇することが確認された。また、界面活性
剤については、Triton－X100を添加することにより、実
試料分析で脂肪成分が混入した場合においてもその影響
を低減することができ、測定精度の向上をもたらした。
更に、界面活性剤の種類については、Tween－20よりも
Triton－X100の方が抗体に対して影響を及ぼしにくいこ
とがわかった。
2・2・2　交差反応性
　PCDD／Fs中でTCDDは最も高い交差反応性を示し、
次いで1，2，3，7，8－PeCDD、2，3，7，8－TCDFおよび2，3，4，7，8－
PeCDFに高い交差反応性が認められた。上記の2－2－1で
得られた結果から、母乳中の毒性等量（TEQ）の70％
以上は、主に3種の異性体TCDDと1，2，3，7，8－PeCDDお
よび2，3，4，7，8－PeCDFから構成されていることが判明し
ている。今回開発したポリクローナル抗体は、毒性の高
い上記のダイオキシン類に強い交差反応性を示したこと
から、ELISA測定値は母乳中のTEQを示す良好なイン
ジケーターになる可能性が推察された。
　次に、環境試料に多く由来する化学物質による交差反
応性について検討した。1，3，6，8－TCDDと1，3，7，9－TCDD
は廃棄物焼却過程で発生するほかに、農薬製造での副産
物由来の異性体であることが知られている。これらの異
性体は生体試料では代謝されてしまい、ほとんど存在し
ないが、環境試料中には比較的多量に存在する。そこで、
生体試料測定用に開発したELISAの環境試料への適用
可能性を確認するために、ハウスダストや土壌中に混入
してくる可能性のある農薬由来のダイオキシン異性体や、
大気中やディーゼル車排出ガスなどから比較的高濃度で
検出される多環芳香族炭化水素（PA且s）との交差反応
性を検討した。交差反応率は、標準として使用した
TMDDを100％とした場合の相対値で示した。その結果、
1，3，6，8－TCDDと1，3，7，9－TCDDに対しては2％以下と低
い交差反応率を示し、更にPAHs12種類に対して、いず
れも0．01％以下と極めて低い交差反応性を示したことか
ら、本研究で開発したELISAはこれらの化学物質の影
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Fig．3．　Chemical　Structures　of　TCDD，　Surrogate　Standard　　Fig．4．　Standard　Curves　to　TMDD　by　Hapten　II　and　Hapten
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響を受けにくいことがわかった。また、PCDDsおよび
PCDFs共に置換塩素数が多い異性体ほど反応性が低下
する傾向が認められた。他方、TEFが設定されていな
い低塩素体の2，3，7－Tri－CDDや1，3，7，8－TCDDにおいては、
それぞれ6．7％、43％と比較的高い交差反応性を示した
が、対象とした試料における同異性体の検出濃度は
ELISA測定の結果に影響するほど高くないので、実質
的な影響はほとんどないものと思われた。次に、TEF
との関係を考察するために、横軸にTEFの値をとり、
縦軸には交差反応率をとると、Fig．5に示したように両
者の間には有意な相関性があることが明らかになった。
この結果から、本研究で用いたEHSA抗体は、毒性を
評価するためのスクリーニング法として優れていること
が確認された。
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Fig．5．　Relationship　between　Cross－reactivity　of　Proposed
　　　ELISA　and　WHO－TEF．
2・2・3　ドライプレートの性能評価
　本研究で目指すELISAは、フィールドでの迅速な検
査を目的としている。そのため、EHSAプレートも従
来のような用事調製が必要なウェットプレートではなく、
保存性があり、且つ、事前に調製する必要のない、プレ
パックのELISAが望ましい。そこで、ハプテンをプレー
トに固相化した後、真空パック状態で長期間保存できる
ドライプレートについて検討した。その結果、ウェット
プレートを作製する際、スクロースを添加してから真空
乾燥させることにより、固相化したハプテンの活性を長
期間保つことができることを見いだした。このELISA
プレート（ドライプレート）の保存性を調べるために、
37°c保存で加速試験を行った結果（Fig．6）、一ヶ月間の
保存で性能の劣化は認められなかった。更に、11°Cで9
ヶ月間は保存可能であり、4°C保存では一年間の保存が
可能であった。
　また、標準物質であるTMDDに対する検量線を作成
したところ、ウェットプレートの場合とほぼ同様なシグ
モイドカーブが得られ、検出感度については、ウェット
プレートのIC　50（pg／we11）が27．1pg／wellであったの
に対して、ドライプレートでは19．8pg／wellであり、ド
ライプレートの方が若干高感度であった。
2－3　HRGCIHRMS法との両立
　HRGC／HRMSによるダイオキシン分析では、試料の
前処理操作に際して、測定対象物質（native）の安定同
位体（主に13C）をサロゲートとして添加し、両者の比
から濃度を算出する、いわゆる同位体希釈質量分析法が
採用されている。その際、安定同位体の種類として、通
常は17種類の2，3，7，8位塩素置換異性体全てか、あるい
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Fig．6．　Stability　of　the　Dry　Plates　using　Various　Concentrations　of　TMDD．
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はPCDDsとPCDFsそれぞれの同族体ごとに最低1種類
（合計10種類）添加される場合が多い。そのため、
HRGC／HRMS用にサロゲートを添加した場合、そのサ
ロゲートがELISAにおいて交差反応を起こすことから、
通常の試料調製に際してHRGC／HRMS法とELISAを共
存させることは難しい。そこで、本研究では、ELISA
で交差反応を起こさず、かつHRGC／HRMS法で精度良
く異性体の測定が可能なサロゲートを検討することにし
た。そのために具体的に次の条件を設定した。
　①ELISAにおける交差反応性が極めて小さいこと
　②通常のHRGC！且RMS法では4～6塩素体、および7，8
　　塩素体の2つのグループに分けて測定されることか
　　ら、サロゲートがそれぞれのグループにおいて1種
　　類ずつ入るようにすること
　③サロゲートの回収率からクリーンアップが問題なく
　　適正に行われていたかどうか確認できること
　④選定したサロゲートで測定した値が通常の方法で測
　　定した値と一致すること。
本研究で用いた抗体は、TEFの大きな異性体に強く反
応し、TEFの小さな異性体とは交差反応性が小さい傾
向があることが示された。そこで先に設定した①と②の
条件をクリアするサロゲートとして、（13C）1，2，3，4－TCDF
と（13C）OCDDを選定した。これらのTEF（WHO－
TEF1998）はそれぞれ0および0．0001である。また、通
常の試料クリーンアップ操作としてシリカゲル、アルミ
ナ、活性炭シリカゲルカラムクロマトグラフィーなどが
行われているが、それぞれのカラムクロマトグラフィー
において、4塩素体と8塩素体は最初と最後（またはそ
の逆）の順で溶出されることから、4塩素体と8塩素体
のサロゲートの回収率が確認されれば、5～7塩素体も
十分に回収されていることが予想される。従って、③の
条件もクリアされると考えられた。
　④の条件については、実際に母乳（19検体）に10種
類（各同族体に1種類）のサロゲートと、上記の選定し
たサロゲートを同時に添加して一連の分析を行い、デー
タ解析に際して10種類および2種類のそれぞれのサロゲー
トで異性体濃度を算出して比較検討した。その結果、各
異性体問の値は良好に一致し、また、TEQについても
両者の間で良好な相関（r＝o．956）が得られた（Fig．7）。
これらの結果から、（13C）1，2，3，4－TCDFと（13C）OCDDを
サロゲートとして用いることによって、HRGC／HRMS
法とELISAで共通の前処理操作が行うことができ、貴
重な生体試料を有効に活用することが可能となった。
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2・4　前処理操作の簡便化
　ダイオキシンの分析において、前処理操作の簡略化に
ついて検討した。従来は、例えば母乳分析の場合、脂肪
抽出後、硫酸処理、続いて各種クロマトグラフィー（シ
リカゲル、アルミナおよび活性炭シリカゲル）が行われ
てきた。しかし、これらの操作は煩雑であり、長時間を
必要とする。特に硫酸処理は濃硫酸を用いることから取
y＝0．9921x－0．5425
5 10 15 20
Pg　TEQ／g　fat（2㎞ds　of　surrogates）
25
Fig．7．　Correlation　between　TEQ　Data　Calculated　wi七h　2
　　　Kinds　of　Surrogates　and　10　Kinds　of　Surrogates．
り扱い上に難点があり、更に廃液処理にも問題が残る。
また、アルカリ分解処理した試料をそのままELISA測
定に使用した場合、HRGC／HRMS測定値と比較してか
なり高値を示すマトリックス効果が観察された。そこで、
ELISAのための前処理操作として、アルカリ分解と多
層シリカゲルカラム処理法を採用することとし、クリー
ンアップ操作として重要な位置を占める多層シリカゲル
カラムを容易に行う手法について検討した。
　従来の多層シリカゲルカラムでは充填剤の種類・量と
もに多く（Fig．8）、カラムへの充填操作が極めて煩雑で
あり、且つ熟練を必要とした。そこで充填剤の種類の省
略化と充填剤量のスケールダウンについて検討した。母
乳分析の場合、脂肪をアルカリ分解した後で多層シリカ
ゲルカラムに負荷することから、爽雑物はかなり除かれ
ていると考えられた。実際、公定法として定められた、
「食品中のダイオキシン類測定方法ガイドライン」におい
ても、多層カラムの充填剤量を従来の2／5程度に減じて
・・…・レSodium　sulfate，　Anhy由ous　69
……●10％AgNO3　snica　gel　3　g
’’’’”レSilica　gel　O．99
・・・…●22％Sulfuric　acid　silica　gel　6　g
・・・…　レ44％Sulfuric　acid　silica　gel　4．5　g
・・…　レ　Silica　gel　O．99
”…レ2％KOH　silica　gel　3　g
’’’”レ　Snica　gel　O．99
”…レ Quartz　wool
Fig．8．　Conventional　Mul七i－layered　Silica　Gel　Column．
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も支障ないことが述べられている。そこでスケールダウ
ンしたカラムにおいて、更に積層する充填剤の種類を順
に取り除いて、爽雑物による影響を検討した。その結果、
硝酸銀シリカゲルおよび水酸化カリウムシリカゲルを省
いても、ほとんど問題がないことがわかった。また、硫
酸シリカゲルについても二種類（22％と44％）のうち、
44％のみで十分であった。他方、アルカリ処理液を直接
硫酸シリカゲルに接触させた場合、交雑物中の有機物が
硫酸で炭化されてカラム上部に炭化物の層が生じてしま
うことがあった。そこで硫酸シリカゲルの上部に多めの
シリカゲルを積層することで、試料由来の着色物質やそ
の他比較的極性の大きい爽雑物はシリカゲルに吸着され
て、下段の硫酸シリカゲルへの負荷をかなり押さえるこ
とができた。
　なお、硫酸シリカゲルはダイオキシン以外の有機物の
分解除去を目的としているため、このままでは硫酸シリ
カゲル処理によって新たに生成した極性の大きい共存物
質がダイオキシン画分に混入することがあった。そこで、
硫酸シリカゲルの下段に更にシリカゲルを積層して、シ
リカゲルカラムクロマトグラフィーによる分画を行った
ところ、上記の爽雑物が除去されることがわかった。こ
れらの結果から、本研究ではFig9に示したように、従
来は5種類の充填剤（無水硫酸ナトリウムを除く）を7
層に積層していたが、2種類の充填剤で3層に積層した
カラムで十分であることがわかった。また、充填量（合
計）についても、従来の1／5以下で十分なことがわかっ
た。なお、硫酸ナトリウムは負荷するサンプル中の水分
を取り除くために積層されているが、通常はカラム負荷
前に既に脱水されているため必ずしも必要ではなかった。
　実際の母乳分析に際して、3層硫酸シリカゲルカラム．
処理を施したところ、そのマトリックス効果が消失し、
全ての試料についてELISA測定値は、　HRGC圧【RMS測
定値と良好に一致した。このことから、抽出した試料を
3層シリカゲルカラムに通すことにより、ELISAに使用
できることが確認された。さらに前述の報告にある
ELISAに影響しない内標準物質の添加を組み合わせる
ことにより、同一の試料をHRGC／HRMSとELISAに供
することが可能であることが示された。
　なお、充填操作の省力化のために、ディスポーザブル
・…・◆Sodium　sulfate，　Anhydrous　1．Og
’’’”適レ　Snica　gel　O．59
・・…　◆　44％Sulfuric　acid　silica　gel　2．O　g
’啓”’ゆレ　Silica　gel　1．09
…岡声◆Quartzwo①1
タイプのカートリッジ（内径15mm×75mm：PP製）
に上記と同様の組成（3層硫酸シリカゲル）を充填した
試作品について、その性能評価を行った。その結果、そ
の溶出挙動、実試料におけるクロマトグラムおよびサロ
ゲートの回収率において、上記の3層硫酸シリカゲルカ
ラムと比べていずれもほぼ同様であり、実用性があるこ
とが確認された。
2・5EHSAとHRGC／HRMS分析データとの相関
　母乳（17検体）を試料とし、予めHRGC／HRMS分析
用とEUSA用に分けてそれぞれ分析を行った。　HRGC／
HRMS分析では常法に従って前処理および測定を行っ
た。他方、ELISA分析用試料については、脂肪抽出、
アルカリ分解処理を行った後、3層硫酸シリカゲルカー
トリッジを用いてクリーンアップした。カートリッジか
らの溶出液は窒素気流下で注意深く濃縮乾固させ、
Triton　X－100含有メタノールーDMSO溶液（1：1）に溶
解し、ELISA用試験溶液とした。
　ELISAおよびHRGC！HRMS法で測定した結果、それ
ぞれの実測値（TCDDと1，2，3，7，8－PeCDDとの合計量；
fat　basis）は、ほぼ一致していた。また、直線回帰分析
によりHRGC！HRMS測定値とELISA測定値間に良好な
相関性が得られ（y＝0．558x－1．30，　r＝0．920，　n＝17）
（Fig．10）、開発したEHSAの毒性評価法としての実用
性が確認された。なお、Fig．10の直線回帰式の傾きは1
以下（0．558）であった。この理由として、母乳中の
TEQ値の70％以上がTCDD、1，2，3，7，8－PeCDDおよび
2，3，4，7，8－PeCDFから構成されていることは先に述べた
が、開発したELISAは2，3，4，7，8－PeCDFに対し低い交差
反応性を示したことから、この影響によりEHSA測定
値が低値側ヘシフトしたものと考えられた。しかしなが
ら、優れた相関性（r＝0．920）とその直線回帰式から、
傾きの逆数（1．792）を乗数とすることにより、得られ
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Fig．9．　Proposed　Three－1ayer　H2SO4！Silica　Gel　Column．
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Fig．10．　Relationship　between　TEQs　by　ELISA　and　GC／MS
　　 Data．
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たELISA測定値から実用的なダイオキシンTEQ概算値
を算出可能であると考えられた。
2・6　環境試料分析への適用
2・6・1　高速溶媒抽出法によるハウスダストからのダイ
　　　オキシン抽出
　環境試料の中でも特にハウスダストについては、他の
環境試料に比べて調査報告例は少ない。これまでに著者
らは、都市部と農村部のハウスダストについて、いずれ
も土壌と同レベルのダイオキシンに汚染されていること
を明らかにしてきた15）。しかし、室内環境からのヒトへ
の曝露影響については未だ充分に解明されておらず、特
に、新生児や幼児など若年齢層は室内で過ごす生活時間
が長く、しかも成人に比べて室内の床に近い空間で過ご
すことから、ハウスダストからの曝露影響を調査するこ
とは重要である。
　ハウスダストは、風や衣服について運ばれてきた大気
降下物や土壌など屋外由来の物や、室内カーペットや衣
服などの繊維くず、また、ヒトや動物から剥がれ落ちた
皮膚、垢、毛等の動物性組織など、複雑なマトリックス
から構成されている。そこで環境試料からの抽出法とし
て有効とされているソックスレー抽出法と、近年、迅速
な抽出法として注目されている高速溶媒抽出法（ASE）
について脂質の抽出効率およびダイオキシン異性体濃度
について比較検討した。その結果、何れの試料において
も脂質含有率は約6％程度であった。ダイオキシン濃度
については、TEFのある29種類のダイオキシン異性体
の総量をFig．11に示した。その結果、　ASEはソックスレー
抽出法に比べてほぼ同程度の抽出効果を示した。このこ
とから、ハウスダストからのダイオキシン類の迅速抽出
法としてASEが使用可能であると思われた。
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Fig．11．　Compa亘son　of　Doxin　Content（TEQs）Obtained　by
　　　the　Soxhlet　Extraction　and　ASE　Methods
2・6・2　環境試料分析におけるELISAとHRGCIHRMS
　　　法との相関
　開発したELISAが、環境試料測定にも適用可能かど
うかを確認するために、排ガス、灰、土壌およびハウス
ダストを試料としてHRGCIHRMS法との相関性を検討
することとした。その結果、Fig．12に示したように、各
環境試料においてもHRGC／HRMS法と良好な相関を示
すことが確認された。なお、土壌とハウスダスト試料に
おいて、測定値が排ガスや灰の場合に比べて低くなった
のは、抗体が強く反応するTCDD量の占める割合が排ガ
スや灰に比べて少なく、そのためTEQへの寄与も低く
なったものと推察された。なお、土壌試料に比べ、灰
（飛灰・焼却灰）、排ガス試料で、公定法値と同等の値が
得られたのは、これらの媒体では、Co－PCBのTEQ寄与
率が低く、本キットがPCDD／Fsをターゲットにしてい
るためと考えられた。
　以上の結果から、本研究で開発されたEHSAが母乳
および環境試料分析に十分な実用性があることが推定さ
れた。
3．レポータージーンアッセイ（RGA）
　ダイオキシン類の毒性は生体内のAhレセプターに結
合することにより惹起されるというのが主要な見方となっ
てきており、Ahレセプターの機能を破壊したAhレセプ
ター遺伝子欠損マウスを用いた実験からもそれが裏付け
られている1％Ahレセプターの機能については以下の
ように説明されている。Ahレセプターはリガンド作動
性の転写調節因子で、通常細胞質において熱ショックタ
ンパクHsp90と複合体を形成している。細胞内にダイオ
キシン類あるいは多環芳香族炭化水素などのAhレセプ
ターの活性化物質（アゴニスト）が入ってAhレセプター
と結合すると、AhレセプターはHsp90と解離して核内
に移行する。Ahレセプターは核内でArnt（Ah　receptor
nuclear　translocator）と呼ばれる核タンパク質とヘテ
ロニ量体を形成し、染色体DNA上のダイオキシン応答
配列（Dioxin　Responsive　Element（DRE））に結合す
ることにより、配列の下流にある遺伝子の転写を活性化
する（Fig．13）。今回検討したRGAは、上記Ahレセプター
による転写調節能を利用した測定法で、レポータージー
ンとしてルシフェラーゼ遺伝子を導入した培養細胞をダ
イオキシン類などの化合物に曝露すると、それら化合物
の量および活性の強さに応じてルシフェラーゼ遺伝子の
転写が活性化され、生成したルシフェラーゼの酵素反応
で生じる発光の量を測定することにより、ダイオキシン
類も含めたAhレセプターの活性化物質を半定量的に検
出することが可能であると考えた。これまでにも培養細
胞におけるダイオキシンの結合能を利用したアッセイが、
血液17’19）、母乳2°）、食品2D、環境試料22）を対象として検
討されてきたが、検出感度が不十分であったことや、
HRGCIHRMSデータとの間に十分な相関性が得られな
かったことなどに問題点があった。そこで、残留レベル
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　　　Luminescence　by　RGA　along　with　Dioxin　Exposure．
が極微量の血液中ダイオキシン類の簡易測定法の開発を
目的として、マウス肝由来Hepalclc7細胞にダイオキシ
ン類応答性ルシフェラーゼレポーター遺伝子を組み込ん
だ安定形質転換株を用いた、Ahレセプターを利用する
RGAを検討した。同細胞をダイオキシン類に曝露させ
ると、濃度依存的にルシフェラーゼの転写が活性化され
た。また、より高感度な検出が必要とされる血液中ダイ
オキシン類を測定するため、シクロヘキシミドにより細
胞内CYPIA1がsuperinductionされる23｝ことを利用し
てRGAの高感度化を試みたところ、従来法に比べて約5
倍の感度上昇が認められた。
3・1検量線
　従来法および高感度法によるRGAにおけるTCDD標
準品の検量線を作成した。従来法の場合、0．5－8pg／pL
検液／ウェルの範囲で直線性が認められた。他方、高感
度法では、0．1－1．Opg！pL検液／ウェルの範囲で直線性が
認められた。両者を合わせれば、0．1～8pg／11L検液／ウェ
ルの範囲で定量が可能であることが示された。
　また、TEF値が異なるダイオキシン類同族体の10種
についてRGAを実施して、　EC50値の比からRGAのTEF
値（AhR－TEF）を求めたところ、　AhR－TEFはWHO－
TEFと比較すると0．6～4倍の範囲にあり、概ね近い値
が得られた（Table　1）。
3・2　血液試料分析におけるRGAとHRGCIHRMSとの
　　比較
　実試料としてダイオキシン類標準品を添加した血液に
ついて、公定法に準じて前処理後、RGAおよびHRGC／
HRMs測定法に供した。その結果、いずれもRGA測定
値はHRGCZHRMs測定値の2－9割程度と低い値であっ
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Table　l　Relationship　of　WHO－TEF（1998）and　AhR－TEF80
Dioxin WHO－TEF（1998）　　　AhR－TEFa
2，3，7，8－TCDD
2，3，7，8－TCDF
2，4，6，8－TCDF
l，3，6，8－TCDD
1，2，3，7，8－PeCDD
1，2，3，7，8－PeCDF
2，3，4，7，8－PeCDF
1，2，3，6，7，8－HxCDF
1，2，3，4，6，7，8－HpCDD
1，2，3，4，6，7，8－HpCDF
??
1
0．05
05
0．1
0．Ol
O．Ol
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0．72
0．046
0．9
0．098
0．041
0．0078
60
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0
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　r＝0．922
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●
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Gc刀〉【sdata（Total　TEQ；PgTEQ／glipid）
たが、Fig．14に示すように両者の間には有意な相関性
が認められ、本研究で開発したRGAの実用性が示唆さ
れた。
　なお、RGAで示された低値は、血液試料の前処理過
程において、ダイオキシン類の回収が不十分であった可
能性が考えられた。RGAではHRGC／HRMS測定用前処
理とは異なり、標準品スパイクによる各操作の回収率を
もとめていないので、別途、操作の回収率測定を行い、
確認しておくことが重要である。
　以上のように、RGAとHRGC／HRMs測定との相関性
が認められたので、RGAは血液の測定においてもスク
リーニング目的として実用性は十分にあると考えられた。
　機器分析によるダイオキシン類の定量では、値の定め
られた同族体の種類とその濃度を知ることはできるが、
サンプル中の未知物質も含めた物質全体の生物学的な影
響や毒性に関する情報は得ることができない。それに対
して本法は、機器分析の測定値に比べ毒性学的により意
味のあるデータの提供が可能であると考えられる。また、
ダイオキシン類以外にも、Ahレセプターに作用する化
学物質を検出できる系として期待される。
4．臭素系難燃剤の細胞増殖に及ぼす影響
　糖尿病などの生活習慣病は、最近では環境汚染化学物
質による曝露もその要因のひとつであると考えられ、ヒ
ト脂肪細胞の脂肪蓄積が、生活習慣病に大きく関与して
いることが最近の研究から明らかになっている。本研究
では臭素系難燃剤として代表的なテトラブロモビスフェ
ノールA　（TBBPA；Fig．15）に着目し、3T3－H培養脂
肪細胞に対する影響を調査した。
4・1　臭素系難燃剤の3T3－L1培養脂肪細胞に及ぼす影響
　マウス繊維芽細胞（3T3－L1細胞）を、化学物質を含
む培地で2日間培養した後、インスリンと化学物質を含
む培地で更に5日間培養し、脂肪合成活性の指標となる
グリセロール3一リン酸脱水素酵素（GPDH）活性の測定
と、細胞内に蓄積された中性脂肪量の測定を行った。
Fig．14．　Correlation　of　Dioxin　Concentration　in　Human
　　　Plasma　Determined　by　GαMS　wi七h　those　Deter－
　　　mined　by　RGA．
HO
IH3ノ
とH、
OH
Fig．15．　Chemical　Structure　of　Tetrabromobisphenol　A．
GPDH活性の測定はGPDH活性測定キットを用い、分
光光度計（340nm）で単位時間当たりの吸光度の減少
を測定した。中性脂肪内に蓄積した脂肪はオイルレッド
0染色液で染色後、抽出液により色素を溶解し、分光光
度計（540nm）で測定を行った。
　各化学物質を培地に添加したときのDNA含量と培養
日数の関係を調べたところ、化学物質無添加（コントロー
ル）では、維持培地に切り替えた日（培養6日目）から、
急激にDNA量が増加した。また、化学物質の希釈に使
用したDMSOは、コントロールと同様に、培養日数に
伴ったDNA含量の増加が認められた。　HpBDE＃183
は、0．1pM、1pM、2阻Mのいずれの濃度においても、
増殖に影響を与えなかった。他方、DeBDE＃209は、
0．1FMでは、増殖に影響を与えなかったが、111M、2p
Mでは、分化誘導をかけた培養4日目以降、濃度に依存
して細胞の増殖が抑制されたため、細胞毒性を示したこ
とが推測された。0．1pMのHBBは、培養6日目以降にお
いて、コントロールと比較して顕著にDNA量を増加さ
せたが、2pMでは、　DNA量の増加は抑制された。
TBBPAはいずれの濃度においても、コントロールと比
較してDNA量を軽度に増加させた。
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lnCUbatiOn　3rd　day（indUCer　Of　adipOCyte　differentiatiOn）
lncubation　5th　day
（lnsulin）
Fig．16．　Dif飴rentiation　of　Preadipocytes　to　Hypertrophic　Adipocytes　in　3T3－LI　Cells．
4・l　PBDEs（＃183、＃209）、HBB、　TBBPAの脂
　　肪細胞の分化に及ぼす影響
　GPDHは、脂肪細胞の脂肪合成活性の指標となる酵
素で、脂肪合成に伴いGPDH活性は上昇する・GPDH
活性の測定は、以ドに示す脂肪合成に関与する反応が進
行するに伴い、NADHが減少することを利用したノ∫法
である、
ジヒド。キシアセトンリン酸（DHAP）．NADdq型H）
　　　　　　　　　　　　グリセロール3リン酸＋NAD
　そこで、GPDH活性を測定することにより、’1］該化
学物質の脂肪細胞の分化に及ぼす影響を検討した　分化
誘導剤を添加すると、分化が誘導され、前駆脂肪細胞が
効率よく脂肪細胞へと分化する（Fig．16）　その結果、
分化誘導剤添加時のGPDH活性は高値を示す．そこで、
分化誘導剤を添加する代わりに、’1］該化学物質を添加し、
分化誘導作川の有無を検討した．、活性の判定は、分化誘
導剤無添加で培養した際（陰性コントロール）や、分化
誘導剤を添加して培養した際（陽性コントロール）の
GPDH活性値と比較することで行った
　HpDBE＃183とTBBPAとを分化誘導剤の代わりに
添加した際のGPDH活性を調べたところ、　HpDBE＃
183とTBBPAは、0、1pM～2pMの濃度において、
GPDH活性のヒ昇は認められなかった　次に、　DeBDE
＃209とHBBを添加した際のGPDH活性を同様に調べ
たところ、DeBDE＃209とHBBは、予備実験におい
て1μM、2pMの濃度では細胞毒性を示すことが示唆さ
れたため、0．1pMの濃度で実験を行った　その結果、
DeBDE＃209とHBBは共に分化誘導剤添加時のよう
なGPDH活性は見られなかった　このことからHpBDE
＃183、DeBDE＃209、　HBBおよびTBBPAは、脂肪
細胞の分化を誘導する作用を持たないことが示唆された
4・2　TBBPAの脂肪細胞の脂肪蓄積に及ぼす影響
　分化誘導剤を添加後、インスリン無添加（1陰性コント
ロール）、インスリンを単独で添加（陽性コントロール）、
インスリン存在下にTBBPA（10pM）を添加、インス
リン非イ∫：在ドにTBBPAを添加した際のGPDH活性を
Fig．17に、またその際の顕微鏡写真をFig．18に示す、
インスリン存在ド、脂肪細胞にTBBPAを添加すると、
陽性コントロールよりも、高仙のGPDH活性を示し、
インスリン非存在下に、TBBPAを添加した場合につい
ても、GPDH活性の上昇が認められた
　次に、オイルレッド0による染色の結果、GPDH活性
測定結果と同様、インスリン存在ドだけでなく、非存在
下にTBBPAを添加した際の吸光度も高値を示した．，こ
れらの結果から、TBBPAがインスリンのように脂肪細
胞内への脂肪蓄積を促進する作用を持つことが示唆され
（〈ZOO?、?）〉↑??????
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0
A B C D
Fig．17．　Relationship　between　TEQs　by　ELISA　and　GC／MS
　　　　Data．GPDH　Activity　of　3T3－LI　Cells　after　Differen－
　　　　tiation　induced　by（A）Negative　Contro1〔without　In－
　　　　sulin），（B）Insulin，｛C）TBBPA，　and（D）Insulin＋
　　　　TBBPA．
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（A） （B） （C）
lnsulin TBBPA lnsulin＋TBBPA
Fig．18．　Diffbrentiation　ofPreadipocytes　to　Hyperadipocytes　after　Incubation　with（A）Insulin，（B）TBBPA，　and（C）
　　　Insulin＋TBBPA．
た。
　培養脂肪細胞は、分化誘導剤で刺激すると、脂肪細胞
内に脂肪を蓄積した成熟脂肪細胞に分化することが知ら
れている，この過程では、多くの脂肪細胞特異的遺伝r
が発現することが知られている、これらの遺伝子群には、
リポタンパクリパーゼ（LPL）や、糖輸送担体
（GLUT4）など、細胞が脂肪を蓄積するのに必要な装1置
を発現する遺伝子とともに、これらの遺伝子の発現自体
を誘導するPPARγやCCAAT／enhancer　binding　pro－
tein（C／EBP）などといった転写因」㌘が存在すること
が報告されている．また、インスリンの刺激により
GLUT4が細胞内から形質膜ヘトランスロケーションし
て、細胞内への脂肪蓄積が促進されることが解明されて
いる、，
　また、インスリン非存在下にTBBPAを添加した際も、
GPDH活性の一L昇が認められ、オイルレッド染色でも
高値を示した，このことから、TBBPAが脂肪の蓄積を
促進させた機序として、TBBPAがPPARγやC／EBPの
発現を介しLPLやGLUT4の発現を誘導した可能性や、
TBBPAがGLUT4のトランスロケーションを誘導したII」’
能性が考えられる’，PBDEs（＃183、＃209）、　HBB、
TBBPAの脂肪細胞の分化に及ぼす影響を検討した結果、
いずれの化学物質も、細胞の分化自体を誘導する作用を
有していないことが示唆された。しかし、分化誘導刺激
を’チえて脂肪細胞へと分化させた後、TBBPAを添加す
ると、インスリン非存在下においてもGPDH活性の．L
昇が認められた。このことから、TBBPAが脂肪細胞内
への脂肪蓄積を促進する作用を有していることが示唆さ
れた、．
5．まとめ
　本研究では、ダイオキシン類のELISAやAhレセプター
を利用したRGAの検討を行った。　EHSAでは、母乳に
おける毒性評価法を確立すると共に、カートリッジタイ
プの前処理用カラムなどを考案して、ハウスダスト、飛
灰および1嬢など環境試料への適用性を広げ、更に、
ELISA試薬・器具のキット化をll指して保存性を有す
るドライプレートを作製し、フィールドでの実用性を実
証することができた，また、より高感度な検出が必要と
される血液中ダイオキシン類を測定するため、シクロヘ
キシミドにより細胞内CYPIA1がsuperinductionされる
ことを利用してRGAの高感度化を試みたところ、従来
法に比べて約5倍の感度上昇が認められだ、実際に血液
を対象としてRGAとHRGC／HRMS法とを比較した結果、
本分析法はスクリーニング法として充分に実川性を兼ね
備えていることを確認できた
　また、糖尿病などの生活習慣病は、最近では環境汚染
化学物質による曝露もその要因のひとつであると考えら
れ、ヒト脂肪細胞の脂肪蓄積が、生活習慣病に人きく関
’チしていることが最近の研究から明らかになっている，
本研究では臭素系難燃剤として代表的なTBBPAに着目
し、3T3－L1培養脂肪細胞に対する影響を調査したとこ
ろ、TBBPAがGPDH活性をヒ昇させ、肥大脂肪細胞の
形成を促進することなどを確認できた。これらの結果か
ら、TBBPAが肥満の発症に関’」し、生活習慣病のリス
クファクターとなる可能性が示1唆された，
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Trace　Analysis　of　Environmental　Pollutants　by　Biological　Assays　and　the　Assessment　of　Biological　Ef琵ct
Koichi　SAITO
D¢ραπme励げAπα励cαz，　HOs玩σ励ers吻
　　　An　enzyme・linked　immunosorben七assay（ELISA）was　developed　to　rapidly　determine　fbr　trace　levels　of　dioxins　in
biological　and　environmental　samples　such　as　human　milk，　house　dust，　soil，　exhaust　gas　and　fly　ash．　Since　we　have　de－
veloped　the　dry　type　plates　in　order七〇put七he　ELISA　system　in　practical　use，　basic　perfbrmance　such　as　cross・reactivity，
linearity　and　the　correlation　between　conventional　HRGC／HRMS　values　aIld　the　ELISA　values　were　studied．　The　dry
plates　c皿ld　be　stored　fbr　about　one　year　in　re丘igerator．　Furthermore，　a　good　correlation　was　observed　between　dioxin
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quantities　by　ELISA　and　those　by　HRGC／HRMS　in　human　milk，　exhaust　gas，　fly　ash，　soil　and　house　dust　samples．　The
developed　EHSA　sys七em　indica七ed　usefhlness　as　a　toxicity　evaluation　method　fbr　dioxins　in　biological　samples　and　envi－
ronmental　samples．
　　　Areporter　gene　assay（RGA）that　uses　a　genetically　engineered　cell　line　of　mouse　liver　recolnbinant　Hepalclc7　con－
taining　the　firefly　lucifbrase　gene　was　developed　to　screell　fbr　dioxins　in　human　plasma．　For　the　high－sensitivity　method，
the　addition　of　cycloheximide　to　the　culture　medium　brought　about　a　5－fbld　increase　in　sensitivity．　The　de七ection　limit
was　O．1　pg／UI／well．　AhR　toxic　equivalent　f㌔ctors　calculated　fをom　the　EC50　value　showed　approximately　the　same　values
as七hose　in　WHO－TEF（1998）．　A　significant　correlation　between　RGA　and　the　conventional正［RGC！HRMS　method　was　ob－
tained．　The　resu1七s　indicate　that　RGA　is　a　promising　and　valid　screening　method　fbr　dioxins　in　human　plasma．
　　　The　influence　on　3T3－LI　culture　adipocyte　by　tetrabromobisphenol　A（TBBPA）was　investigated．　TBBPA，　one　of　rep－
resen七ative　brominated　flame　retardants（BFRs），　was五）und　to　increase　glycerol－3－phospha七e　dehydrogenase（GPDH）activ－
ity，　and　to　promote　adipocyte丘）rmation．　TBBPA　seemed　to　be　a　risk　factor　of　lifbstyle－related－diseases，　because　TBBPA
relates　to　incidence　of　obese．
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